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Die Verbindungen eignen sich zur Herstellung von bisher 
unbekannten streng alternierender PNA/DNA Colligome- 
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Beschreibung 

Peptidnuklcinsauren (PNA) sind polyamidisehe Verbindungen, die in der Seitenkette Purine oder Pyrimidine tragen. 
Es handelt sich somit formal urn DNA-analoge Verbindungen. bei denen das Desoxyribosephosphargeriist durch ein po- 
5 lyamidisches Riickgrat ersetzt wurde. 

Das gezielte Abschalien von Genexpression durch kompletnemare Nukleinsauren, sogenannie Antisense-Oligonu- 
kleotide, stellt einen neuen Therapieansatz dar. Mogliche Anwendungen reichen von der Behandlung viraler Infektionen 
bis zur Therapie von Krebs (S. Agrawal, Tibtech 10, 152 (1992); W. James. Antiviral Chemistry & Chemotherapie 2, 191 
(1991); B. Calabretta. Cancer Research 51, 4504 (1991)). Die Komrolle der Genexpression ertblgt aut'der Ebene von 

to DNA und RNA und gelingt bereits mit unmodifizierten Oligonukleotiden (C. Helene. Anti-Cancer Ding Design 6. 569 
(1991); B. Uhlmann, A. Peymann. Chemical Reviews 90. 543 (1990)). Diese sind jedoch aufgrund mangelnder enzyrna- 
lischer Siabilitat und zu geringer Aufnahme in zellulare Systenie fur therapeutische Anwendungen nicht geeignet. The- 
rapeurische Anwendungen erfordem chemisch modifizierte Antisense-Oligonukleotide. 

Neben der Anti sense-Straiegie kann eine Inhibition der Genexpression auch durch die Sense-Strategie erzielt werden. 

15 Dabei konkurrieren die Sense-Oligonukleotide spezifisch mit DNA-Bindunesproteinen wie z. B. Transkriptionsfaktoren 
<M. Blumengeld. Nucleic Acids Research 21. 3405 (1993)). 

Oligonukleotide mit modifiziertem Internukleotidphosphat odereiner phosphatfreien Internukleotidverkntipfung wur- 
dcn in vielen Arbeiten systematise!! untersucht; ihre Synthese erwies sich jedoch als sehr aufwendtg und beobachtete the- 
rapeutische Effekte als nicht ausreichend (E. Uhlmann, A. Peyman, Chemical Reviews 90. 543 (1990)). 

20 Eine Alternative zur Modification oder Substitution der Phosphatgruppe in Nukleinsauren ist der komplette Austausch 
von Ribose und Phosphat durch andere Ruckgrate. Dieses Konzept wurde erstmals von Pitha et al. realisiert. der Ribo- 
sephosphat durch Poly-N-Vinyl-derivate ersetzte, was zu sogenannter "Ptasiik-DNA" fuhrt (J. Pitha, P.O.P. Ts'O, J. Org. 
Chem. 33, 1341 (1968); J. Pitha, J. 

Adv. Polym. Sci. 50, 1 (1983)). Es erlaubt jedoch nicht den gezielten Aufbau definierter Sequenzen. 

25 Die Synthese definiener Sequenzen gehngt. wenn anstelle von Zuckerphosphat beispielsweise ein Polyamid-Ruckgrat 
VLTwendet wird. das in Analogic zur konvenlionellen Peplidsyn these (M. Bodanszky. Principles of Peptide Synthesis, 
Springer. Berlin 1984) schrittweisc aufgebaut wird. Dieses Konzept wurde von vcrschicdcncn Arbcitsgruppcn untcr- 
schiedlich realisiert (J.E. Summerton et al. WO 86/05518: R. S. Varma et al. WO 92/18518. O. Buchardt et al. WO 
92/20702: H. Wang. D. D. Weller. Tetrahedron Letters 32, 7385 (1991): P. Garner. J. U. Yoo. Tetrahedron Letters 34. 

30 1275 (1993); S.-B. Huang. J. S. Nelson D. D. Weller, J. Org. Chem. 56, 6007 (1991); Bayer AG EP 646 595 A 1, EP 646 
596 Al u. EP 700 928 Al; Hoechst AG EP 672 661 Al, EP 672 677 A2. EP 672 700 Al). 

Polvamid-Nukleinsauren eignen sich eben falls fur diagnostische und molekularbiologische Anwendungen (Buchardt 
et al. WO 92/20703 und Glaxo Inc. WO 93/12 129). 

Nachdem sich Oligoiitere aus reinen PNA-Bausteinen als zu lipophil und dan lit unfahig zur Zellwandpenetratiou er- 

35 wiesen haben. konnte dieses Problem durch Kombinationen von "hydroxysubstituierten" PNA-Monomeren mit 5'-Ami- 
no-2'.5 , -didesoxynucleodden oder 2'-Desoxynucleotiden zu DNA/PNA-Cooligomeren reduziert werden (vgl. Hoechst 
AG EP 672 677 A2). Heterooligomere Verbindungen mil einem Riickgrat aus 2-Aminoethyl-glycin und L-trans-Amino- 
prolin haben sich in Bezug auf Bindungsstarke zur komplementaren DNA gegeniiber Verbindungen mit reinem 2-Ami- 
noethylglycin-Riickgrat als iiberiegen erwiesen (vgl. EP 700 928 Al). Intention der vorliegenden Erfindung ist es, durch 

40 Ersatz des 2-Aminoethylglycins durch Nucleotidderivate und des Aminoprolins durch 2-Hydroxyethylglycin-Analoga 
zu Verbindungen mit starkerer Bindung zur komplementaren DNA bei gleichzei tiger Erhdhung der Hydrophilie zu kom- 
nien. 

Die Cooligoniere eignen sich zur Kontrolle der Genexpression. Weiterhin lassen sich derartige Substanzen in Diagno- 
stik und Molekularbiologie zur Isolierung, Identifizierung und Quantifizienmg von Nukleinsauren verwenden. 
45 Bei der Bearbeitung derartiger Strukturen gelang die Synthese neuer Hydroxyethylglycin- und 3'-verkniipiier Nucleo- 
tid-Hydxoxyethylglycin-Bausteine. Letztere eignen sich zur Herstellung bisher unbekannter streng aiternierender PNA/ 
DNA-Cooligomere. 

Die Erfindung betrifft Verbindungen der allgemeinen Forme! (I) 
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55 



in welcher 

R 1 fur Wasserstoff, Hydroxy. C|-Ci 8 -Alkoxy, Halogen. Azido oder Amino stehu 

R 2 fur eine in der Nucleotidchemie ubliche Phosphatschuizgruppe wie beispielsweise 2-Cyanoethyl stehu 
R 3 und R 4 unabhangig voneinander fiir Wasserstoff, C|-C 4 -Alkyl oder genieinsam fur C|-CVAlkandiyJ wie beispiels- 
65 weise -CH 2 -. -(C^V, -(CH 2 )3- oder -C(CH 3 ) 2 - stehen. 

B fiir alle natiirlichen oder unnaturlichen Nukleobasen, wie z. B. Thymin. Uracil. Cytosin. Adenin, Guanin, Hypoxanthin 
oder durch chemische Modifikation von diesen abgeleiiete Derivate oder halogen ierte Vorstufen von diesen. gegebenen- 
falls an den Aminogruppen durch Schutzgruppen wie Acetyl. Trifluoracetyl. Trichioracetyl. Benzoyl. Phenylacetyl. Ben- 
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zyloxycarbonyl (Z od. Cbz). tert.-Butyloxycarbonyl (Boc). Allyloxycarbonyl. (9-Fluorenyl)methoxycarbonyl (Fmoc) 
oder andere in der Peplid- und Nukleinsaurechemie ubliche Schutzgruppen substuuiert. stehi. 
G fur -NH- oder -O- sieht. 

X fur Wasserstoff oder eine beliebige aus der Peptidchemie bekannie Schutzgruppe wie beispielsweise Z. Fmoc oder 
4-Methoxyirityl steht und > 
Y fur Wasserstoff, C r C 6 - Alkyl oder eine beliebige aus der Peplidchemie bekannte C-terminale Schutzgruppe wie bei- 
spielsweise Benzyl oder tert.-Butyl steht. ; 

Die erfindungsgemaBen Verbindungen der Formel (I) eignen sich als DNA/PNA-Bausteine zur Herstellung von DNA/ 
PNA-C'ooligonieren beispielsweise nach Standardverfahren insbesondere der Peptidchemie fur Veresterungen und Ami- 
dierungen in fester und flUssiger Phase (vgl. EP 700 928 A 1. S. 5 und dort zit. Lit.). to 

Die erfindungsgemaBen DNA/PNA-Bausteine sinddurch die Formel (I) allgemein definiert. 

R 1 steht bevorzugt fur Wasserstoff, Hydroxy. Cj-Cg-Alkoxy. Fluor. Chlor. Brom. Azido oder Amino. 

R 2 steht bevorzugt fur eine in der Nucleotidchemie iihliche Phosphatschutzgruppe wie beispielsweise 2-Cyanoelhyl. 

R 3 und R 4 stehen bevorzugt unabhangig voneinander fur Wasserstoff- Cj-Q- Alkyl oder gemeinsam fur C r C 4 -Alkan- 
diyl wie beispielsweise -CH 2 -, -(CH 2 > 2 -. -(CH 2 ) 3 oder -C(CH 3 ) 2 -. 

B steht bevorzugt fur alle'natiirlichen Nukleobasen. wie z. B. Thymin. Uracil, Cytosin, Adenin. Guanin oder Hypo- 
xamhin oder halogenierte Vorstufen von diesen. die gegebenenfalis an den Aminogruppen durch Schutzgruppen wie 
Acetyl, Trifluoracetyl. Trichloracetyl, Benzoyl. Phenylacetyl. Benzyloxycarbonyl, tert.-Butyloxycarbonyl, Allyloxycar- 
bonyl, (9-Fluorenyl)-methoxycarbonyl oder andere in der Peptid- und Nukleinsaurechemie ubliche Schutzgruppen sub- 
stituiert sind. -* J 

G steht bevorzugt fiir -NH- oder -O-. 

X steht bevorzugt fur Wasserstoff oder eine beliebige aus der Peptidchemie bekannte Schutzgruppe wie beispielsweise 
Z, Fmoc oder 4-Methoxytrifyl. 

Y sieht bevorzugt fur Wasserstoff, C r C 4 - Alkyl oder eine beliebige aus der Peptidchemie bekannte C-terminale 
Schutzgruppe wie beispielsweise Benzyl oder tert.-Butyl. 25 

R 1 steht besonders bevorzugt fur Wasserstoff- Hydroxy, Melhoxy, Elhoxy, Fluor, Chlor, Azido oder Amino. 
R 2 steht besonders bevorzugt fur 2-Cyanocthyl. 

R 3 und R 4 stehen besonders bevorzugt unabhangig voneinander fur Wasserstoff. Methyl. Ethyl, Isopropyl oder ge- 
meinsam fur -CH 2 -, -<CH 2 ) 2 -. -(CH 2 ) 3 - oder -C(CH 3 ) 2 -. 

B steht besonders bevorzugt fiir aile naturlichen Nukleobasen. wie z.B. Thymin. Uracil, Cytosin, Adenin. Guanin 30 
oder Hypoxanthin oder halogenierte Vorstufen von diesen, die gegebenenfalis an den Aminogruppen durch Schutzgrup- 
pen wie Acetyl. Trifluoracetyl. Trichloracetyl, Benzoyl. Phenylacetyl. Benzyloxycarbonyl. tert.-ButyloxycarbonyU Ally- 
loxycarbonyl. (9-Fluorenyl)methoxycarbonyl oder andere in der Peptid- und Nukleinsaurechemie ubliche Schutzgrup- 
pen substituiert sind. 

G steht besonders bevorzugt fiir -NH- oder -0-. 35 
X steht besonders bevorzugt fur Wasserstoff oder eine beliebige aus der Peptidchemie bekannte Schutzgruppe wie bei- 
spielsweise Z. Fmoc oder 4-Methoxytrityl. 

Y steht besonders bevorzugt fur Wasserstoff, Methyl, Ethyl. n-Propyl, Isopropyl. n-Butyl. Isobutyl, sec-Butyl, tert.- 
Butyl oder eine beliebige aus der Peptidchemie bekannte C-terminale Schutzgruppe wie beispielsweise Benzyl oder tert.- 
Butyl. " 40 

Die Erfindung betrifft weiterhin Verbindungen der allgemeinen Formel (II) 



45 


50 


in welcher 

R 3 . R 4 und B die bei der Beschreibung der Verbindungen der Formel (I) angegebenen Bedeutungen haben, 

X 1 fiir Wasserstoff oder eine aus der Peptidchemie bekannte saurelabile Schutzgruppe wie beispielsweise durch Alkyl 

und/oder Phenyl substituiertes Silyl. Z, Fmoc oder 4-Methoxytrityl steht. wobei fur den Fall. daB R und R gleichzeitig 55 

jeweils fur Wasserstoff stehen. gegebenenfalis substituiertes Alkoxycarbonyl und Trityl ausgenommen sind und 

Y fiir C r C 6 - Alkyl oder eine beliebige aus der Peptidchemie bekannie C-terminale Schutzgruppe wie beispielsweise 

Benzyl oder tert.-Butyl steht. 

Die erfindungsgemaBen PNA-Bausteine sind durch die Formel (II) allgemein definiert. 

R 3 . R 4 und B stehen bevorzugt fur die bei der Beschreibung der Verbindungen der fio 
Forme! (I) als bevorzugt angegebenen Reste. 

X 1 sieht bevorzugt fur Wasserstoff oder eine aus der Peptidchemie bekannte saurelabile Schutzgruppe wie beispiels- 
weise durch Alkyl und/oder Phenyl substituiertes Silyi (z. B. tert.-Butyldimethylsilyl oder tert.-Buiyldiphenylsilyl). Z, 
Fmoc oder 4-Methoxytrityl steht. wobei fur den Fall. daB R 3 und R 4 gleichzeitig jeweils fur Wasserstoff stehen. gegebe- 
nenfalis substiiuienes Alkoxycarbonyl und Triiyl ausgenommen sind. 65 

Y steht bevorzugt fur C|-C 4 -Alkyl oder eine beliebige aus der Peptidchemie bekannte C-terminale Schutzgruppe wie 
beispielsweise Benzyl oder ten. -Butyl. 

R 3 . R 4 und B stehen besonders bevorzugt fiir die bei der Beschreibung der Verbindungen der Formel (I) als besonders 
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I 

bevorzugt angegebenen Reste. 

X steh! bevorzugt fur Wasserstoff oder durch Alkyl und/oder Phenyl substituiertes Silyl wie beispielsweise tert.-Bu- 
tyldimethylsilyl oder tert.-Buiyldiphenylsilyl. 

Y steht besonders bevorzugt fur Methyl. Ethyl. n-Propyl, Isopropyl, n-Butyl. Isobutyl, sec. -Butyl. ten.-Butyl oder eine 
5 beliebige aus der Peplidchetnie bekannte C-ierminale Schuizgruppe wie beispielsweise Benzyl oder tert. -Butyl. 

Die aus der Peptidchemie bekannten Jjchutzgruppen sind z. B. aufgefuhrt in T. W. Greene. P. G. M. Wuts, Protective 
Groups in Organic Synthesis. 2 nd Ed., John Wiley & Sons. New York 1991. 

Die oben aufgefiihrten aligemeinen oder in Vorzugsbereichen aufgefuhrten Restedefinitionen bzw. Erlauterungen kdn- 
nen untereinander. also auch zwischen den jeweiligen Bereichen und Vorzugsbereichen beliebig kombiniert werden. iJie 
to gelten fiir die Endprodukte sowie ftlr die Vor- und Zwischenprodukte entsprechend. 

ErfindungsgeniaS bevorzugt werden die Verbindungen der Formel (I), in welchen eine Kombination der vorstehend 
als bevorzugt (vorzugsweise) aufgefuhrten Bedeutungen vorliegt. 

FrfindungsgemaB besonders bevorzugt. werden die Verbindungen der Formel (T), in welchen eine Kombination der 
vorstehend als besonders bevorzugt aufgefiihrten Bedeutungen vorliegt. 
15 Gesattigte oder ungesattigte Kohlenwasserstoffreste wie Alkyl oder Alkenyl konnen, auch in Verbindung mil Heteroa- 
lomen. wie z. B. in Alkoxy. soweit moglich, jeweils geradkettig oder verzweigt sein. 

Gegebenenfalls substituierte Reste konnen einfach oder mehrfach substituiert sein, wobei bei Mehrfachsubstitutionen 
die Substituenten gleich oder verschieden sein konnen. 

Beispiele fiir die erflndungsgemaBen Verbindungen der Formel (I) sind Bausteine der Formel (I-a): 

20 



> , , usw. 

A) DNA/PNA-Bausteine der Formel (I) 


55 



65 

in welcher 

R l bis R J . B, G. X und Y die oben angegebene Bedeutung haben, 
lassen sich herstellen. indent man Verbindungen der Formel (H-a) 

4 
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inwdchcr 25 
R 1 . R\ !>. (I und X die oben angegebene Bcdeulung haben und 
H* und R*' unabhangig jcwcils voncinandcr furCpC^AIkyl stchcn, 

(icucnwart cincs Verdiinnungsmittels und eines Reaktionshilfsmittels umsetzt und anschlieBend oxidiert. 
\lt I'NA-lluusieine der Fomiel (U) 

30 


B 



35 


in wclchcr 40 
R\ R 1 . B. X 1 und Y die oben angegebene Bedeutung haben 

iasscn sich herstellen, in dem man geschiitzte Hydroxyelhylglycin-Derivate der Fomiel (IV) 


R 3 H O 



(IV), 


in welcher 

X 1-1 mil Ausnahme von Wasserstoff dieselbe Bedeutung wie X 1 hat. 
mil durch Nukleobasen substituierter Essigsauren der Forme! (V) 
B-CH 2 -COOH (V) 

in Gegenwart eines Reaktionshilfsmittels und eines Verdun nungsmittels und gegebenenfalis in Gegenwart einer Base 55 
umsetzt und f ur den Fall, daB X 1 = H sein soil IFormel (ll-a)J. anschlieBend die Schutzgruppe mit eineni geeigneten Rea- 
genz abspaltei. 

Verwendet man beispielsweise N-2-IIydroxy-2-methyl-ethyl)-N-|(N* , -benzyloxycarbonyl-ade- 

nin-1 -yl)- acetyl J-glycin-isopropylester und 2-Cyanoethyl-N,N-diisopropyl-5'-0-(Dimethoxytrityl)-thy- 

rnidin-T-phosphoramidit als AusgangsstorTe. so kann der Reaktionsahlauf des erfindungsgeruaBen Veriahrens (A) durch M 
das folgende Formelschema wiedergegeben werden: 


65 


5 


DE 196 40 974 A 1 



Verwendet man beispielsweise (N^-Benzyloxycarbonyl-adenin-l-yD-essigsaure und lN-(2-Dimethyl-'butyisilyLwy)- 
ethylj-alanin-elhylester als Ausgangsstoffe, so kann der Reaktionsablaui' des erfindungsgemaBen Verfahrens (B) durch 
das folgende Formelschema wiedergegeben werden: 

o 



Die zur Durchfiihrung des erfindungsgemaBen Verfahrens (A) benotigien PNA-Bausteine der Fonnel (H-a) sind eine 
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Teilmenge der neuen Verbindungen der Formel (II), in der X fiir Wasserstoff sieht. Sie lassen sich z. B. nach Verfahren 
(B) herstellen. 

Die weiterhin zur Durchfiihrung des erfindungsgemaBen Verfahrens (A) benotigten Nukleol id-Deri vale sind durch die 
Forniel (III) allgeniein definiert. In dieser Fomiel stehen R l . R 3 . G und X vorzugsweise fiir diejenigen Reste, die bereits 
bei der Beschreibung der Bausteine der Forniel (I) als bevorzugi genannt wurden. R 5 und R 6 stehen bevorzugt jeweils fiir 5 
Methyl. Ethyl, n-. sec- oder iso-Propyl. 

Die Verbindungen derForrnel (HI) sind bekannt oder lassen sich nach bekannien Methoden hersiellen (vgl. M. J. Gait 
(ed.) Oligonucleotide Synthesis, A Practical Approach. IRL Press. Oxford 1984). 

Die zur Durchfiihrung des erfindungsgemaBen Verfahrens (B) benotigten Hydroxyethylglycin-Derivate sind durch die 
Fomiel (IV) allgemein definiert. In dieser Forniel stehen R 3 . R d und Y vorzugsweise fur diejenigen Reste, die bereits bei 10 
der Beschreibung der Bausteine der Formel (I) als bevorzugt genannt wurden. X 1-1 steht vorzugsweise, Wasserstoff aus- 
genommen, fiirdieselben Reste. die vorzugsweise fiir X s in Forniel (II) stehen. 

Verbindungen der Forme! (TV) lassen sich z. B. hersiellen, indent man die Schurzgruppe X- vollstiindig ge.schtit.zter 
Hydroxyethylglycin-Derivate der Fomiel (VI) gemaB dem folgenden Reaktionsschenia abspaltet: 

15 



20 


(VI) 


(TV) 


In der Formel (VI) stent X 2 fiir cine in Abhangigkcit von Y gccignctc N-tcmiinalc Schurzgruppe wic bcispiclswcisc 
ten.-Butoxycarbonyl (BOC), Benzyloxycarbonyl (Cbz) oder Benzyl (Bzl), bevorzugt fiir Bzl oder Cbz (Vgl. z. B. T. W. 
Greene. P. G. M. Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis. 2. Ed., John Wiley & Sons. New York 1991). 

Die Reaktion laBt sich mittels iiblicher Methoden N-terminaler Deblockierung wie Acidolyse, beispielsweise im Faile 
der BOC-Gruppe, oder katalytischer Hydrierung, beispielsweise im Falle eines Benzylesters, durchfuhren. 

Verbindungen der Forniel (VI) lassen sich z. B. herstellen, indem man die Hydroxygruppe der Hydroxyethylglycin- 
Derivate der Formel (VH) gemaB folgendem Reaktionsschenia nach iiblichen Methoden schiitzt (vgl. o.a. Lit.): 


30 


HO 




(VI) 


Verbindungen der Formel (VII) lassen sich z. B. herstellen. indem man die Carboxylgruppe der Hydroxyethylglycin- 
Derivate der Formel (VUI) gemaB folgendem Reaktionsschenia nach iiblichen Methoden verestert oder schiitzt: 


35 


40 


45 


HO 



HO 
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55 


(VIII) 


(VII) 


Hydroxyethylglycin-Derivate der Formel (VIE) sind zum Teil konmierziell erhaltlich. bekannt oder lassen sich nach 
hekannten Methoden herstellen. 

Spezieile Verbindungen (Vll-a) der Formel (VTJ) lassen sich z. B. auch herstellen, indem man N-geschiitzte Hydroxy- 
ethanole der Formel (IX) mit a-Bromcarbonsaurederivaten der Formel (X) nach iiblichen Methoden gemaB folgendem 
Reaktionsschenia umsetzt: 


60 


65 
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(IX) (X) (VII-a) 

In denFornieln (VII-a). (DC) und (X) stehen R 3 " 1 and R 4- ' unabhangig voneinander fur Wasserstoff oder C,-C 4 -A1- 
kyl. 

Verbindungen der Forniel (DC) und (X) sind konunerziell erhaltlich. allgemein bekannt oder lassen sich nach bekann- 
i s ten Meihoden herstellen (vgl. Burfiled ei al., J. Chem. Soc. Perkin Trans. I. 1977. 666). 

Die weiterhin zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens (B) benotigten substiiuierten Essigsauren der For- 
me! (V) sind bekannt oder lassen sich nach bekannten Meihoden herstellen (vgl. Dueholmet al. J Org. Chem. 59. 5767 
1 1 994)). 

Das crfindungsgemaBe Verfahren (A) wird bevorzugt in Lbsung durchgefuhrt. kann aber auch an fester Phase erfolgen 
: . (siehe: R. B. Merrifieid. J. Am. Chem. Soc. 85. 2149 (1963) und M. J. Gail, (ed.) Oligonucleotide Synthesis. A Practical 
Approach. IRL Press. Oxford 1984). 

Als Rcukiionshilfsmitiel zur Durchfuhrung der Phophotriesterbildung des erfindungsgemaBen Verfahrens (A) eignen 
sich alio Akiivatoren, die zur Bildung einer Phosphitbindung geeignet sind und alle Oxidationsmittel, die zur UberfUh- 
rung ilcs Phosphits in das entsprechende Phosphat geeignet sind (Shabarova. Z.: Bogdanov, A., Advanced Organic Che- 
:s misirv ol Nucleic Acids. Verlag Chemie. Weinheim 1994). Vorzugsweise kommen folgen Aktivatoren in Frage: Azole 
wie Teiru/ole. Triazole sowie deren Aiiimoniumsaize. Als OxidaUonsmittel kouunen bevorzugt in Frage: Persauren wie 
3-Chlv>rpcrScnzocsaurc, Losungcn von Iod in Ldscmittclgcmischcn aus Wasscr. THE. tcrt.-Amincn. 

Als Vordunnungsmittel zur Durchfiihrung des erfindungsgemaBen Verfahrens (A) kommen organische Losungsmittel 
und bclicbiyc Mischungen davon in Betracht. Beispielhaft seien genannt: aliphatische. alicyclische oder aromatische 
«t Kohlenwusserstoffe, wie beispielsweise Petrolether. Hexan, He ran, Cyclohexan, Methylcyclohexan. Benzol, Toluol, 
Xylol odor Dccalin; halogenierte KohlenwasserstofFe, wie beispk. -weise Chlorbenzol. Dichlorbenzol. Methylenchlorid, 
Chloroform. Tetrachlonnelhan. Dichlor-. Trichlorethan oder Tetrachlorethylen; Ether, wie Diethyl-, Diisopropyl-, Me- 
ihyl-t-buiyl-. Methyl-t-amylemer, Dioxan, Tetrahydrofuran, 1,2-Dimethoxyethan, 1 ,2-Diethoxyethan. Diethylenglykol- 
dimciliy Icilicr oder Anisol; Ketone, wie Aceton, Butanon, Methyl-isobutylketon oder Cyclohexanon; Nitrile. wie Aceto- 
us nitril, Propionitril, n- oder i-Butyronitril oder Benzonitril; Amide, wie Formamid. N,N-Dimethylforrnamid. N.N-Dime- 
ihylacetamid. N-Methyl form ani lid, N-Methylpyrrolidon oder HexamethylphosphorsaureUriamid; N-Oxide wie N-Me- 
thylinorpholin-N-oxid: Ester wie Methyl-, Ethyl- oder Butylacetat; Sulfoxide, wie Dimethylsuifoxid: Sulfone. wie Sul- 
folan. 

Die Reaktionstemperatur kann bei dem erfindungsgemaBen Verfahren (A) innerhalb eines groBen Bereichs variiert 
40 werden. Ini allgenieinen arbeitet man bei der Kondensation bei Temperaturen zwischen -30°C und+80°C, bevorzugt bei 
-10°C bis 60°C. besonders bevorzugt bei 0°C bis Raumtemperatur. 

Bei der Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens (A) werden pro Mol Verbindung der Formel (III) 0.5 bis 3 
Mol. vorzugsweise 0.8 bis 1,5 Mol Verbindung der Formel (II) und 1 bis 3 Mol Reaktionshilfsmittel und das Oxidalions- 
mittel im allgenieinen im molaren Verhaltnis von 1 : 1 bis 1 : 4. vorzugsweise 1 : 2 bis 1 : 3, eingesetzi. 
45 Als Reaktionshilfsmittel zur Durchfuhrung der Amidierung des erfindungsgemaBen Verfahrens (B) eignen sich alle 
Verbindungen, die zur Kniipfung einer Amidbindung geeignet sind (vgl. z. B. Houben-Weyl. Methoden der Organischen 
Chemie. Band 15/2: Bodensky et al.: Peptide Synthesis 2nd ed.. Wiley & Sons, New York 1976). Vorzugsweise kommen 
folgende Methoden in Frage: Aktivestermethode mil Pentafluorphenol (PfP). N-Hydroxysuccinimid, 1-Hydroxybenzot- 
riazol (HOBt). Kopplung mit Carbodiimiden wie Dicyciohexylcarbodiimid oder N , -(3-Dimethylaminopropyl)-N-ethyl- 
50 carbodiimid (EDC od. EDCI)) sowie die Gemischte-Anhydrid-Methode oder die Kopplung mit Phosphoniumreagenzien 
wie l-Benzotriazolyloxy-tris-(dimethylanunophosphonium)-hexafluorphosphat (BOP), Bis-(2-oxo-3-oxazolidinyl)- 
phosphorylchlorid (BOP-C1) oder mit Phosphonsaureesterreagenzien wie Cyaophosphonsaurediethylester (DEPC) und 
Diphenylphosphorylazid (DPPA). Besonders bevorzugt ist die Kopplung mit BOP-C1 oder EDCI in Gegenwart von 
HOBt. 

55 Als Verdiinnungsmittel zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens (B) kommen organische Losungsmittel 
und beliebige Mischungen davon in Betracht. Beispielhaft seien genannt: aliphatische, alicyclische oder aromatische 
Kohlenwassersiorfe. wie beispielsweise Petrolether, Hexan. Heptan, Cyclohexan, Methylcyclohexan. Benzol. Toluol. 
Xylol oder Dccalin: halogenierte Kohlenwassersiorfe. wie beispielsweise Chlorbenzol. Dichlorbenzol, Methylenchlorid. 
Chloroform. Tetraehlormethan, Dichlor-. Trichlorethan oder Tetrachlorethylen; Eiher, wie Diethyl-. Diisopropyl-, Me- 

60 thyl-t-butyl-. Melhyl-l-Amylether. Dioxan. Tetrahydrofuran. 1,2-Dimethoxyelhan. 1,2-Dtethoxyethan. Dieihylenglykol- 
diniethylether oder Anisol: Ketone, wie Aceton, Butanon, Methyl-isobutylketon oder Cyclohexanon: Nitrile. wie Aceto- 
nitril. Propionitril, n- oder i-Butyronitril oder Benzonitril: Amide, wie Formamid, N,N-Dimethylformainid, N,N-Dime- 
thylacetamid. N-Methylfonnanilid. N-Methylpyrrolidon, 1.3-Dimethyl-ietrdhydro-2-pyrimidinon (DMPU), 1.3-Dime- 
thyl-2-imidazolidinon, Tetraniethylharnstoff oder Hexamethylphosphorsauretriamid; N-Oxide wie N-Methylmorpholin- 

65 N-oxid: Ester wie Methyl-, Ethyl- oder Butylacetat; Sulfoxide, wie Dimethylsuifoxid: Sulfone, wie Sulfolan. 

Die Amidierung wird vorzugsweise in Gegenwart einer Base durchgefuhrt. Als solche kommen anorganische oder or- 
ganische Basen in Frage. Hierzu gehoren vorzugsweise Erdalkalimetali- oder Alkali meiallhydroxide, -alkoholate. -ace- 
tate, -carbonate oder -hydrogencarbonate. wie beispielsweise Natrium-. Kalium- oder Ammoniurnhydroxid. Natrium- 
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methylai, Natrium-ethylat. Kalium-tert.-butylat, Natrium-. Kalium-. Calcium- oder Ammoniumacctat. Natrium-, Ka- 
lium- oder Ammoniumcarbonat. Nairiumhydrogen- oder Kaliumhydrogencarbonat sowie teriiare Amine, wie Trimethy- 
lamin. Triethylamin. Tributylamin, Ethyl-diisopropylamin. N.N-Dimethytanilin. N.N-Dimethyl-benzylamin. Pyridin. 
Picolin. N-Methylpiperidin. N-Methylmorpholin. N.N-Dimethylaminopyridin. Diazabicycloocian (DABCO), Diazabi- 
cyclononen (DBN) oder Diazabicycloundecen (DBU). 

Die Reaktionstemperatur kann bei dent erfindungsgemaBen Verfahren (B) innerhalb eines groBeren Bereiches variiert 
werden. Im allgemeinen arbeitet man bei der Kondensaiion bei Temperaturen zwischen -80°C und +150°C. bevorzugt 
bei -50°C bis 100°C. besonders bevorzugt bei -30°C bis Raumternperatur. 

Bei der Durchriihrung des erfindungsgemaBen Verfahrens (B) werden pro Mol Verbindung der Forme 1 (IV) 1 bis 5 
Mol. vorzugsweise 1.5 bis 3 Mol Essigsaure der Forme 1 (V) und 1 bis 3 Mol Reakiionshilfsmittel und die und die Base 
im allgemeinen im molaren Verhaltnis von 1 : 1 bis 1 : 3. vorzugsweise 1 : 1.5 bis 1 : 2.5. eingesetzt. 

Die Abspahung der Schutzgruppe kann nach bekannten Methoden erfolgen (vgl. z. B. T. W. Greene. P. G. M. Wuls. 
Protective Groups in Organic Synthesis. 2. F.d.. John Wiley & Sons, New York 1991). 

Die Umsctzungen der erfindungsgemaBen Verfahren konnen bei Normaldruck oder unter erhohtem Druck durchge- 
fiihrt werden, vorzugsweise wird bei Normaldruck gearbeitet. Die Aufarbeitung geschieht nach iiblichen Methoden der 
Organischen Chetnie. Die Endprodukte werden vorzugsweise durch Kristallisation. chrotnatographische Reinigung oder 
durch Entfcrnung der fliichtigen Bestandteile gegebenenlalls im Vakuum gereinigt. 

Experimentelier Teil 

Beispiel 1 

N-Benzyloxycarbonyl-4-hydroxy-L-irans-prolinmethylester 

25.1 g N-Bcnzyloxycarbonyl-4-hydroxy-L-trans-prolin werden in 450 ml wasserfreiem Methanol gelost und mit Ce- 
siunicarbonat aufpH = 9,0 - 9,5 eingeslelll. Nach 30iidnuLigeiu Riihren bei Raumlemperalur wird bis zur Trockene ein- 
gcdanipfi und der Riickstand iibcr Nachi im Hochvakuum getrocknet. Der Riickstand wird in N.N-Dimcthy Iformamid 
(DMF) aufgenommen, zu dieser Suspension langsam 1 4.8 g Methyliodid so zugetropft, daB die Temperatur der Reakti- 
onsmischung 30°C nicht iibersteigt und fur weiter 12 Stunden verruhrt. Das Losemittel wird entfernt. der verbleibende 
Riickstand mehrfach mit Toluol coevaporien und in Dichlormethan aufgenommen. Man wascht die Losung mit Wasser/ 
ges. Kochsalzlosung 1 : 1 (v/v). 5%iger NaHCC^-Lsg. und erneut Wasser/Kochsalzlosung. Die organische Phase wird 
iiber MgS0 4 getrocknet, eingeengt und das resuluerende Ol im Hochvakuum getrocknet. 
Ausbeute: 21,86 g 
R f :0.15 

Laufmittel: Toluol/Ethanol 10:1 

Beispiel 2 

N-Z-4-('Butyldimethylsilyloxy)-L-trans-prolinmethylester 

Unter Argon werden 14.4 g (51,7 mmol) N-Z-4-hydroxy-L-trans-prolinmethylester in 150 ml N,N-Dimethylfonna- 
mid gelost und mit 14.8 ml TrieUiylamin verseczt. Innerhalb zchn Minuten werden 10,4 g (68.8 mmol) 'Butyldimethyl- 
silylchlorid (TBDMSi-Chlorid) zugetropft und iiber Nacht nachgeruhrt. Nach Entfemen des Losungsmittels im Vakuum 
verbleibt ein Ol, das zwischen Dichlormethan und Wasser partitioniert wird. Man extrahiert die waBrige Phase noch 
mehrmals mit Dichlomtethan. trocknet iiber Natriumsulfat und verdampfl das Losemittel im Vakuum. AnschlieBend 
wird durch Chromatographic an Kieselgei mit Dichlormethan/Methanol (60 : 1. v/v) als Eluens gereinigt. 
Ausbeute: 13.95 g 
R,: 0.54 

Laufmittel: CH 2 CU/MeOH 40 : 1 

Beispiel 3 

4-( , Butyldimethylsilyloxy)-L-trans-prolinmethylesier 

Die Verbindung aus Beispiel 2 (3,8 g: 9,6 mmol) wird in wasserfreiem Methanol (40 mi) gelost bei Normaldruck und 
Raumternperatur iiber Palladium/Aktivkohle (10%; 0.3 g.l vier Stunden hydriert. Nach vollstandiger Umsctzung wird der 
Katalysator abfiltriert und in Vakuum eingeengt. 
Ausbeute : 2,4 g 
R f : 0.52 

Laufmittel: CTl 2 CI 2 /MeOH 10:1 

Beispiel 4 

4-('Butyldimethylsilyloxy)-N-[(thymin-l-yl)-acetyl]-L-u-ans-prolinmethylester 

3.4 g (18.5 mmol) 1-Carboxymethyl-thymin werden in 50 ml DMF gelost, auf -30°C abgekiihlt und bei dieser Tem- 
peratur mil 1 ,3 eq. HOBt • IUO und 1.3 eq. EDCI • HC1 vereetzt. Man rvihrt 30 min bei -30°C und gibt eine Losung von 
2.4 g (19.3 mmol) 4-( l Butyldimethylsilyloxy)-L-trans-prolinmeihylester in DMF und 4.5 ml Triethylamin zu. Eine 
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Siunde wird bei -30°C vcrriihri und anschlieBend noch iiber Nacht bei Raumtemperatur nachgeriihrt. Dann wird einge- 
engt, der Ruckstand in Essigsaureethylester aufgenommen undjeweils mit 1 NHCl. gesauigter Nairiumhydrogencarbo- 
nailosung und gesattigtcr NaCl-Losung gewaschen. Das Produkt kristallisiert iiber Nacht aus der organischen Phase aus. 
wird abfiltriert und im Hochvakuum getrocknei. 
5 Ausbeute: 3.03 g 
R f : 0.68 

Laufmitiel: CH 2 Cl 2 /MeOH 9 : 1 

Beispiel 5 

ID 

4-IIydroxy-N-[(thymin-l-yl)-acetyl]-L-trans-prolinmethylester 

2.0 g 4-( , Rulyldimejhy1silyloxy)-N-[(thymin-l-y0-acery!]-T,-trans-prolinmethylester werden in 50 ml Methanol ge- 
lost. ttiit 5 Tropfen konzentrierter Salzsaure versetzt und bei Raumtemperatur iiber Nacht gcruhrt. Die Losung wird im 
15 Hochvakuum vollstandig eingedampft und der Ruckstand durch Chromaiographie an Kieselgel mit Dichlormethan/Me- 
thanol (60 : 1, v/v) als Eluens geretnigt. 
Ausbeute: 1,19 g 
R f :0.21 

Laufmitiel: CH 2 Cl 2 /MeOH 20 : 1 

20 

Beispiel 6 

N-Benzyl-N-(2-hydroxyethyl)-glycin-butylester 

25 Eine Losung von 9.6 g (63.4 mmol) N-Benzylethanolamin und 8.85 ml Triethylamin in 65 ml N. N-Dimethylforma- 
tiiid wird bei 0°C mil I eq. Brotnessigsaure-'butylesler versetzL und noch 22 h bei Raumtemperatur nachgeriihrt. Nach 
Eincngcn wird mchnnals mit Toluol co-dcstillicru der Ruckstand in Dichlomicthan aufgenommen und mchrfach mit 
Wasser extrahiert. Die organische Phase wird zur Trockene eingedampft, das verbleibende Ol im Hochvakuum getrock- 
nei. 

30 Ausbeute: 14,5 g 
R f : 0,47 

Laufmitiel: EE (Essigsaureethylester) 

Beispiel 7 

35 

N-Be nzy l-N-(2-hydrox yethy l)-glycinmeth yles ter 

Die zu Beispiel 6 analoge Umsetzung von 41.9 g (277 mmol) N-Benzylethanolamin mil Bromessigsaure-methylester 
liefert N-Benzyl-N-(2-hydrox yethyl)-glycinmethy lester. 
40 Ausbeute: 43,8 g 
R f : 0.53 

Laufmitiel: CH 2 C1 2 /NIeOH 20 : 1 

Beispiel 8 

45 

N-B enzy l-N-(2-hydrox y e t h y l)-gl yci nmeth y les ter 

Die zu Beispiel 6 analoge Umsetzung von 34,4 g (227 mmol) N-Benzylethanolamin mit Broniessigsaure-eihylester 
liefen N-Benzyl-N-(2-hydroxyethyl)-glycinethylester. 
50 Ausbeute: 43,9 g 
R f : 0.49 

Laufmitiel: CH 2 CWMcOH 20 : 1 

Beispiel 9 

55 

N-Benzyl-N-(2-'butyldiphenylsilyoxyethyl)-glycin- 1 buty' .ter 

Unier Argon werden 5,2 g (19.5 mmol) N-Benzyl-N-(2-hydroxyethyl)-glycin- l butyiester in 50 ml DMT gelost und 
mit 5.5 nil Triethylamin versetzt. Es wird eine Losung von 1.3 eq TBDPSi-Chlorid zugetropft und iiber Nacht nachge- 

fif> riihrt. Das I Asungstnittel wird entfernt. der Rucksiand zwischen Wasser und Dichlormethan verteilt.. Die waBrige Phase 
wird noch dreimal mil Dichlortneihan extrahiert und die vereinigten organischen Phasen anschlieBend iiber Natriumsul- 
fat getrocknei. Das Rohprodukt wird durch Chromatographic an Kieselgel mit Essigsaurcethylester/Hexan (1:9. v/v) als 
Eluens gereinigt. 
Ausbeute: 6.79 g 

65 R f : 0.68 

Laufmitiel: EE/Hexan 1 : 9 
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Beispiel 10 

N-Ben£yl-N-(2- t butyldimethylsilyioxy-ethyl)-glycinnielhyiester 

Die zu Beispiel 9 analoge Umsetzung von 37 J g (170 rnmol) N-Benzyl-N-(2-hydroxyeihyl)-g!ycinmethylester mil 
'ButyldimethylsUylchiorid liefert N-Benzyl-N-C-'butyldiniethylsilyloxy-ethyD-glycinmeshylesier nach Hochvakuutn- 
trocknung als Cl. 
Ausbeute: 45.1 g 
R f : 0.39 

Laufmiitel: EE/Hexan 1 : 9 

Beispiel 11 

N-Benzyl-N-(2-'butyldimethylsilyloxyethyl)-glycinethylester 

30.1 g (127 rnmol) N-Benzyl-N-(2- t butyldimeihyl-silyloxyethyl)-glycinethylester werden unter den Bedingungen aus 
Beispiel 10 mil 1.3 eq. TBDMSi-Chlorid umgesetzt. 
Ausbeute: 27,3 g 
R f : 0,49 

Laufmittel: EE/Hexan 1 : 10 

Beispiel 12 

N-(2-Butyldiphenylsilyloxyethyl)-glycin-'butylester 

Zur Entfemung der Benzylsehuizgruppe werden 5.9 g (1 1,7 nimol) N-Benzyl-N-(2-'buiyIdiphenylsilyloxy-ethyl)-gly- 
cin-'butylcstcr in 50 nil wasscrfrcicm Methanol gclost und bci Raumtcmpcratur und Nornialdruck iibcr Palladium/Aktiv- 
kohle (10%; 0.5 g) fur 36 Stunden hydriert. Nach vollstandiger Umsetzung (DC-Kontrolle) wird der Katalysator abfil- 
triert und im Vakuum eingedampft. 
Ausbeute: 4,91 g 
R f : 0,46 

Laufmiitel: EE/PE (Petrolether) 1:9 

Beispiel 13 

N-(2-'Butyldimetbylsilyloxy-ethyl)-glycinmethylester 

Die analoge Hydrierung von 23.8 g (71 rnmol) der Verbindung aus Beispiel 10 liefert N-(2-'buiyldimethylsilyloxy- 
ethyl}-glycinmethylester. 
Ausbeute: 16.7 gR f 0,24 
Laufmittel: EE/PE 1:1 

Beispiel 14 

N-(2- , Butyldimethyl-silyloxyethyl)-glycinethylester 

Die zu Beispiel 13 analoge Umsetzung von 20.0 g (57.0 mniol) N-Benzyl-N-(2- l butyldimethylsilyloxyethyl>glycine- 
thylester liefert den gewiinsehten Glycinethylester als Ol. 
Ausbeute: 13.5 g 
R f :0.61 

Laufmittel: CH 2 CL/MeOH 20 : 1 

Beispiel 15 

N-(2- 1 Butyldiphenylsiiyloxy-ethyI)-N-(thymin-l-yl-acetyl)-glycin- l butylester 

4,4 g (23.6 rnmol) I -Carboxymethyl-thymin werden in 50 nil DMF gelosu auf -30°C abgekUhk und bei dieserTem- 
peratur mil IIOBt II 2 0 und EDCI * ITC1 (jeweils 1.3 eq.) versetzt. Nach 30 min wird bei dieser Temperatur cine Lo- 
sung von 4.9 g (11.8 rnmol) der Verbindung aus Beispiel 12 und 6 ml Trielhylamin zu gegeben. Es wird noch einc wei- 
lere Stunrie bei -30°C und anschlieRend 1 2 h bei Raumiemperarur geriihn. Dann wird eingeengt, der Rucksrand in Essig- 
saureethylester aufgenommen und jeweils mit I N HC1. ges. NaHC03-Lsg. und ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Das Rohpro- 
dukt wirddurch Chromatographic an Kieselgel mit Dichlormeihan/Methano! (10: 1. v/v) als Eluens gereinigt und fallt 
nach Trocknen als weiSer Schaum an. 
Ausbeute: 3.3 g 
R f : 0.73 

Laufmittel: CHX'lVMeOH 9 : 1 
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Beispiei 16 

N-(2-'Butyldimethy[silyioxy-ethyl)-NMthynnn-l-yl-acctyl)-glycinniethylester 

Die zu Beispiei 15 vergleichbare Umsetzung mit 10,0 g (40.4 mmol) der Subsianz aus Beispiei 13 liefen N-(2-'Butyl- 
dinieihylsilyloxyeihyl)-N-thyniin-l-yl-aceiyl)-glycinniethylester als weiBen Feststoff. 
Ausbeute: 3,55 g 
R f : 0,60 

Laufmittel: CH 2 CI 2 /MeC>H 10 : 1 

Beispiei 17 

N-(2-'Ruiyldimeihylsily}oxy-eihyl)-N-(rhyniin-1-yl-aceiyl)-glycinethy}esrer 

15 In einer zu Beispiei 16 analogen Reaktion werden 3.55 g (13.6 mmol) der Verbindung aus Beispiei 14 eingesetzt. 
Ausbeuie: 3.13 g 
R,: 0.63 

Laufmittel: CH 2 Cl 2 /MeOH 5 : 1 

20 Beispiei 18 

N-(2- , Butyldiinethylsilyloxy-elhyl)-N-[(N 4 -Z-cylosin-l-yl)-acetyli-glycineLhylester 

Die zu Beispiei 15 vergleichbare Umsetzung von 0.86 g (3.3 mmol) N-(2- t butyldimethylsilyloxy-ethyl)-glycinethyle- 
25 stcr mil 2.0 g (6.6 mmol) (N 4 -Z-cytosin-l-yl)-essigsaure liefert N-(2- , Butyldimethylsilyloxy-ethyl)-N-[(N 4 -Z-cytosin- 
l-yl)-aeetyl]-glycinelhylesier als weiBen FesLslolT. 
Ausbeute: 1.08 g 
R f :0.61 

Laufmittel: CH 2 Cl 2 /MeOH 20 : 1 

.40 

Beispiei 19 

N-(2- Hydrox yethy 1)-N- (thy min- 1 -y 1- ace ty l)-g iy cin-buty lester 

35 Der silylgeschiitzte Verbindung aus Beispiei 15 (3,2 g; 5.5 mmol) wird bei 0°C in 20 ml THF gelost und mit 3 eq. Te- 
trabutylammoniumfluorid (TBAF) in Form einer 1,1 M Losung in THF versetzt. Man laBt auf Raumtemperatur kommen 
und ruhrt noch 3 Stunden nach (DC-Kontrolle). Das Losemittel wird entfemt. der Ruckstand in Essigsaureethylester auf- 
genommen und mit ges. NaHCO^-Lsg sowie ges. NaCl-Losung gewaschen. Nach Trocknen iiber Natriumsulfat wird das 
Rohprodukt durch Chromatographic an Kieselgel mit Dichlomiethan/Methanol (9 : 1. v/v) als Eluens gereinigt. 

40 Ausbeute: 1,10 g 
R f : 0.41 

Laufmittel: CH-»CU/MeOH 10 : 1 


45 


55 


Beispiei 20 

N-(2-Hydroxyettiyl)-N-(thyniin-l-yl-acetyl)-glycinmethylester 


4.0 g (9,7 mmol) des silylgeschiitzten AlkohoLs aus Beispiei 16 werden in 30 ml Methanol suspendiert und mit konz. 
HO auf pH = 1 gebrachl. Nach 3 Stunden wird das Produkt abfiltriert, mit Methanol gewaschen und getrocknet. 
50 Ausbeute: 1.63 g 
R f : 0,38 

Laufmittel: CH^CU/MeOH 10: 1 


Beispiei 21 

N-(2-Hydroxyethyl)-N-(thyminl-yl-acetyl)-glycinethylester 


Zur Desilylierung seizt man 2.2 g (5,2 mmol) der Substanz aus Beispiei 17 in 60 ml Ethanol nut 2-3 Tropfen konz. 
HO um und laBt die Losung iiber Nacht bei Raumtemperatur nachriihren. Das Reaktionsprodukt wird abriltriert, nach- 
60 gewaschen und iin Hochvakuum getrocknet. 
Ausbeute: 1.0 1 g 
R f : 0.29 

Laufmittel: CH 2 Cl 2 /MeOH 20 : 1 

65 
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Beispiel 22 

N-(2-Hydroxyethyl)-N-I(N 4 -Z-cyiosin-l-y!)-aceiyl]-glycinethylesicr 

Zu einer Losung von 0,4 g (2,7 rnntol) Cesium flu orid in 20 ml Acetonitril werden poriionsweise 0.5 g (0.9 mniol) der 5 
Verbindung aus Beispiel 1 8 hinzugegeben. 

Man laBt 24 h Tag -bei Raumtemperatur riihren und gibt dann dieselbe Menge Cesiuinfluorid nochmals hinzu. Nach 
weiteren 24 h Riihren bei 25°C wird filtriert. das Filtrat eingedampft und durch Chromatographic an Kieselgel mit Di- 
chlormethan/Methanol (80 : 1. v/v) als Hluens weiter aufgereinigt. 
Ausbeute: 69 nig 
R f : 0.28 

Laufniiuel: CH : CU/MeOH 20 : 1 

Beispiel 23 

15 

5*-Azido-5'-deoxythymidin 


5.0 g (20 mniol) im Hochvakuum zwei Tage Qber Phosphorpemoxid geirocknetes Thymidin werden in 100 ml DMF 
unier Argon verriihrt und mit 1.25 eq Triphenylphosphin. 1.25 eq Tetrabromkohlenstoff und 3 eq. Lithiumazid versetzi. 
Die gelbe Losung wird uber Nachi bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Zugabe von 30 ml Methanol wird noch 90 Minu- 20 
ten nachgeruhn und anschlieBend zur Trockene eingedampft. Das erhaltene Rohprodukt wird schlieBlich an Kieselgel 
mit Dichlonnethan/Methanol (40 : 1. v/v) als Eluens chromatographic!*. 
Ausbeute: 3,72 
R f : 0,32 

Laufmiuel: CH 2 CWMeOH 20 : 1 25 

Beispiel 24 


5'- Amino-5 '-deoxy th ymidi n 

30 

4.05 g ( 1 5.2 mmol) 5'-Azido-5'-deoxythymidin werden in Pyridin gelost und mit 1 .5 eq. Triphenylphosphin bei Raum- 
temperatur fur drei Stunden geriihrt. AnschlieBend werden 20 eq. Wasser zugegeben und uber Nacht weitergeriihrt. Nach 
Zugabe von 120 ml Wasser wird die erhaltene Suspension abgesaugt. Das Filtrat wird funfmal mit Essigsaureethylester 
gewaschen und zur Trockne eingedampft. Das zuriickbleibende Pulver wird mehrmals mit Pyridin/Toluol coevaporiert 
und im Hochvakuum getrocknet. 35 
Ausbeute: 2.78 g 
R f : 0.43 

Laufmiuel: CH 2 CWMeOH 10 : 1 

Beispiel 25 40 


5'-N-(4-Methoxytrityl)-5'-amino-5'-deoxythymidin 

2,7 g (1 1,5 mmol) 5'- Amino-5'-deoxv thymidin werden in Pyridin vorgelegt und mil 3 eq. 4-Methoxytritylchlorid. 1 
eq. Triethylamin sowie einer katalytischen Menge DMAP versetzt. Uber Nacht wird unter LichtausschluB geriihrt und 
anschlieBend mit Methanol gequencht. Das Losungsmittel wird abdestilliert, der Riickstand in Dichlormethan aufgenom- 45 
men und mit 5<&iger NaHC'03-Lsg. (2x) sowie ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Die organische Phase wird uber Natriumsul- 
fat getrocknei und dann zur Trockene eingedampft. Das verbleibende Ol wird an basischein Aluminiumoxid mit Dichlor- 
methan/Methanol (100 : 0, 100 : 2. 100 : 4, 100 : 6, 100 : 8. 100 : 10 (v/v) mit jeweils 1% Ammoniak) chromatogra- 
phiert. Das so erhaltene Produkt wird in Dichlormethan/Triethylamin 10 : 1 (v/v) gelost und durch Zugabe zu 800 ml 
Pentan bei 0°C gerallt. Nach 30 min bei dieser Temperatur wird der Niederschlag abfiltrietl und im Hochvakuum ge- 50 
trocknet. 
Ausbeute: 2.77 g 
R f : 0.46 

Laufmiuel: CH-,CU/MeOH 10 : 1 

55 

Beispiel 26 

5'-N-(9-nuorenylmeihyloxycarbonyl)-5'-ariiino-5'-deoxyihymidin 

3,2 g (13.3 mmol) S'-Amino-S'-deoxythymidin werden in DMF vorgelegt. mit 1.2 eq. Diisopropylelhylamin sowie 1.2 
eq. 9-Fluorenylmethyl-succinimidylcarbonat verset'7.1 und hei Raunremperatur 30 Minuien verriinn. Nach heendeter Re- 6ft 
aktion werden 175 ml ges. NaHC'63-Lsg. zugegeben. Der entstandene Niederschlag wird abgetrenni und grundlich mit 
Wasser gewaschen. AnschlieBend lost man in Dichlormethan und chromatographiert an basischein Aluminiumoxid mit 

Dichlonnethan/Methanol (100: 0, 100 : 1. 100 : 2 100 : 10 (v/v) mit jeweils 1% Ammoniak). 

Ausbeute: 1.56 g 

R f : 0.40 65 
Laufmiuel: CH 2 CWMcOH 30 : 1 
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Bei spiel 27 

[N-(Ethoxycarboxymethyl)-N-(thym!n-l-yl-acety{)-2-amino 
ethyl]-2-cyanoethyl-5'-0-(dintethoxyiriiyl)-thyniidin-3'-phosphat 

5 

Sowohl 0.2 g (0.64 mmol) der Subsianz aus Beispiel 21 als auch 0.37 g (0.5 mmoD 2-Cyanoethyl-N.N-diisopropyl- 
5'-0-(Dimethoxytrityl)-thyniidin-3*-phosphoranudit werdendurch mehnnaliges Co-evaporieren mit Dichiormethan und 
anschlieBende getrennte Hochvakuumtrocknung fur 12 h von den letzten Feuchtigkeitsspuren befreii. Unter Argon lost 
man die Verbindung aus Beispiel 21 in 10 mi Dichlormethan/Acetonitril (v/v) 1 : 1 und gibt das Phosphoramidii getolgt 

10 von 37,5 tng (0.5 niol) Teu-azol. beide ebenfalls in diesen Losernittclgemisch gelost, mil einer Spriize zu. Nach beendeter 
Reaktion (DC-Kontrolle, ca. 5 Stunden) werden 1.2 mmol m-CPBA zugesetzt und iiber Nachi bei Raumtemperaiur 
nachgeriihrt. Die Reaktionsmischung wird mit 150 ml Dichlormeihan verdunnt und mit ges. Na^COj-Ldsung versetzt. 
Die waBrige Phase wird noch mehrfach mit. Dichiormethan extrahiert. die vereinigten organischen Phasen mil NaH- 
S03-Ldsung gewaschen und schlieBlich iiber Natriumsutfat getrocknet. Das Ldsemitiel wird im Vakuurn entfemt und der 

IS Riickstand durch Chromatographic an Kieselgel (Eluens Dichlormeihan/Methanol 70 : 1 bis 50 : 1 (v/v)) gereinigi. 
Ausbeute: 157 mg 
R f : 0.48 und 0.54 
Laufmittel: CH 2 Cl 2 /MeOH 10 : 1 

20 Beispiel 28 

[N-(Ethoxycarboxymethyl)-N-(thymin-l-yi-acetyL)-2-aniino- 
eihyl]-2-cyanoethyl-(5'-(4-niethoxytrityl-amino)-thymidin-3'-phosphat 

25 Man lost 0.8 g (1.6 mmol) der Verbindung aus Beispiel 25 (aus Pentan gefailt und vorgetrocknet) in 40 ml Dichlorme- 
ihan und verselzt unier Argon mil 1.2 mmol Bis(diisopropylamiiioniuin)-leirazolid. Nach Zugabe von 2 eq. 2-Cyanoel- 
hoxy-bis-(diisopropylamino)-phosphin wird fur zwci Stunden bei Raum tempera tur gcriihrt. Die Reaktionsmischung 
wird zwischen jeweils 40 ml Dichlormeihan und ges. NaHCOj-Lsg. verteilt, die waBrige Phase noch dreimal mil Di- 
chlormeihan extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit NaCl-Lsg. gewaschen und anschlieBend iiber Natri- 

30 unisulfat getrocknet. Das nach Verdanipfen des Losemittels resultierende Ot wird in wenig Dichlormeihan gelost und bei 
0°C zu 400 ml Pentan gegeben. Die Losung wird noch 30 Minuten bei dieser Temperatur belassen und schlieBlich der 
Niederschlag abfikriert und getrocknet. Es resuUieren 629 mg eines weiBen Feststoftes, der im DC (EE/CH 2 Cl 2 /NEt3 
45 : 45 : 10 (v/v/v) zwei UV-absorbierende Punkte fur die beiden diastereomeren Phosphite zeigt. Das Rohprodukt 
(200 mg; 0,64 mmol) wird sofort weiter analog Beispiel 27 mit der Verbindung aus Beispiel 20 umgesetzt. Nach Chro- 

3S matographie an Kieselgel mit CFhClVMeOH-Gradienten (70 : I bis 30 : 1 (v/v)) erhiilt man das Produkt in Form eines 
weiBen Feststoffes. 
Ausbeute: 103 mg 
R f : 0,47 und 0,57 
Laufmittel: CH 2 Cl 2 /MeOH 10 : 1 
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Patentanspriiche 

1. Verbindungen der allgemeinen Formel (I) 


50 


55 



in welcher 

R 1 fiir Wasserstoff- Hydroxy, Ci-C|g-Alkoxy. IlaLogen. Azido oder Amino steht 

R" fiir eine in der Nuclcotidchemie ubliche Phosphatschutzgruppe wie beispielsweise 2-Cyanoeihyl sreht, 
60 R 3 und R 4 unabhangig voneinander fur Wasserstoff- Cj-C 4 -Alkyl oder gemeinsam fur Cj-C 4 -Alkandiyl wie bei- 

spielsweise -CH 2 -. -(CH 2 V- -(CH 2 ) 3 - oder -C(CH 3 ) 2 - stehen, 

B fiir alle naiiirlichen oder unnatiirlichen Nukleobasen. wie z. B. Thymin. Uracil. Cytosin. Adenin. Guanin. Hypo- 
x an thin oder durch chemische Modification von diesen abgeleitete Derivate oder halogenierte Vorstufen von diesen, 
gegebenenfalls an den Aminogruppen durch Schutzgruppen wie Acetyl. Trifluoracetyl. Trichloracetyl. Benzoyl, 
65 Phenylacetyl, Benzyloxycarbonyl (Z od. Cbz). tert.-Buiyloxycarbonyl (Boc). AUyloxycarbonyl, (9-Fluorenyl)me- 

thoxycarbonyl (Fmoc) oder andere in der Peptid- und Nukleinsaurechetnie ubliche Schutzgruppen substituieit, 
steht. 

(5 fiir -NH- oder -O- steht. 
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X fur Wasserstoff odcr eine beliebige aus der Peptidchemie bekannte Schutzgruppe wie beispielsweise Z. Fnioc 
oder 4-Methoxytrityl stehi und 

Y fur Wasserstoft", CpCg-Alkyl oder eine beliebige aus der Peptidchemie bekannte C-terniinale Schutzgruppe wie 
beispielsweise Benzyl oder tert.-Butyi steht. 

2. Verbindungen der allgemeinen Formel (I) 
worin 

R 1 fur Wasserstoff- Hydroxy. Cj-Cg-Alkoxy. Fluor, Chlor, Brain. Azido oder Amino stehu 
R- fur eine in der Nucleotidchemie ubliche Phosphatschutzgruppe steht. 

R 3 und R 4 unabhangig voneinander fur Wasserstoft", C|-C 4 -Alkyl oder gemeinsani fUrCrC'4-Alkandiyl bedeutet. 
B fur alle natUriichen Nukleobasen steht, wie z. B. Thyrnin. Uracil, Cytosin, Adenin. Guanin oder Hypoxanihin 
oder halogenierte Vbrstufen von diesen. die gegebenenfatls an den Aminogruppen durch Schuizgruppen wie Acetyl. 
Trifiuoracetyl, Trichloracetyl. Benzoyl. Phenylaceiyl, Benzyloxycarbonyl. tcn.-Buiyloxycarbonyl, Allyloxycarbo- 
nyl. (9-F1uorenyl)niethoxycarbonyl oder andere in der Peplid- und Nukleinsaurechemie iihliche Schuizgruppen 
substituiert sind. 
G -NH- oder -O- bedeutet, 

X fur Wasserstoff oder eine beliebige aus der Peptidchemie bekannte Schutzgruppe steht. 

Y fur Wasserstoff. Ci-C 4 -Alkyl oder eine beliebige aus der Peptidchemie bekannte C- terminate Schutzgruppe steht. 

3. Verbindungen- der allgemeinen Formel (I) gemiiB Anspruch 1. worin 

R 1 fur Wasserstoff- Hydroxy, Methoxy, Ethoxy, Fluor, Chlor. Azido oder Amino steht, 
R 2 fur 2-Cyanoethyl steht. 

R 3 und R 4 unabhangig voneinander fur Wasserstoff. Methyl. Ethyl. Isopropyl oder gemeinsani fur -CH->-. -((TH-0-.-. 
-CCH 2 ) 3 - oder -C(CH 3 ) 2 - stehen, 

B fur alle natiirlichen Nukleobasen, wie z. B. Thymin, Uracil, Cytosin. Adenin, Guanin oder Hypoxanihin oder ha- 
logenierte Vorstufen von diesen. die gcgebenen falls an den Aminogruppen durch Schuizgruppen wie Acetyl. Tri- 
fluoracetyl, Trichloracetyl, Benzoyl, Phenylaceiyl, Benzyloxycarbonyl, tert.-Butyloxycarbonyl, Allyloxycarbonyl. 
(9-Fluorenyl)inelhos.yearbonyl oder andere in der Peplid- und Nukleinsaurechemie ubliche Schuizgruppen substi- 
tuiert sind. steht, 
G fur -NH- oder -O- stehl 

X fur Wasserstoff oder eine beliebige aus der Peptidchemie bekannte Schutzgruppe steht. 

Y fur Wasserstoff, Methyl, Ethyl, n-Propyl. Isopropyl, n-Butyl, Isobutyl, sec-Butyl. tert.-Butyi oder Benzyl steht. 

4. Verbindungen der allgemeinen Formel (II) 


B 



in welcher 

R 3 , R 4 und B die bei der Beschreibung der Verbindungen der Formel (I) angegebenen Bedeutungen haben, 
X 1 fur Wasserstoff oder eine aus der Peptidchemie bekannte satire labile Schutzgruppe wie beispielsweise durch Al- 
kyl und/oder Phenyl substituiertes Silyl, Z. Fmoc oder 4-Methoxyirityl steht, wobei fur den Fall. daB R 3 und R 4 
gleiehzeitig jeweils fur Wasserstoff stehen, gegebenenfalls substituiertes Alkoxycarbonyl und Trityl ausgenommen 
sind und 

Y fiirCj-Cg-Alkyl oder eine beliebige aus der Peptidchemie bekannte C-terminale Schutzgruppe wie beispielsweise 
Benzyl oder ten.-Buiyl steht. 


